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Abkürzungsverzeichnis 
ACTH    Adrenocorticotropes Hormon    
BMP    Bone Morphogenetic Protein       
FGF    Fibroblast growth factor  
FSH    Follikel-stimulierendes Hormon     
GH    Growth Hormone       
GLI    Zinc finger protein GLI2 
HESX1   HESX homeobox 1       
HHL    Hypophysenhinterlappen      
HVL    Hypophysenvorderlappen  
Ig    Immunglobulin  
LH    Luteinisierendes Hormon  
LHX    LIM/homeobox protein Lhx       
MAF    Minor Allel Frequenz  
OTX2    Orthodenticle Homeobox 2 
PAML    Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood    
PITX2    Paired-Like Homeodomain 2       
POMC    Proopiomelanocortin        
POU1F1   POU domain, class 1, transcription factor 1 
PRL    Prolaktin  
PROP1   Homebox protein prophet of Pit-1     
RT    Rathke-Tasche        
SF    Steroidogener Faktor        
SHH   Sonic hedgehog        
SNP    Single Nucleotide Polymorphism  
SOX    SRY (Sex-determining region Y)-box  
STH    Somatotropes Hormon  
TBX19    T-box19        
TGFß    Tranforming growth factor      
TSH    Thyreoidea-stimulierendes Hormon  
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Referat: 
Die Entwicklung der Hypophyse ist ein komplexer Prozess, an dem viele 
Transkriptionsfaktoren beteiligt sind. Bedeutende Funktionen haben die Bone Morphogenetic 
Proteins 2, 4 und 7. Ziel der Arbeit war es, an Patienten mit angeborener kombinierter 
Hypophyseninsuffizienz diese 3 Gene auf Mutationen zu untersuchen. Dabei wurden die 
Exons, Exon-Intron-Übergänge sowie die 3`- und 5`-untranslatierten Regionen sequenziert. 
Neu identifizierte Varianten wurden anschließend in einer gesunden Kontrollkohorte 
untersucht, um pathogenetisch nicht relevante Genvarianten auszuschließen. Um die 
funktionelle Relevanz der Varianten beurteilen zu können, wurden phylogenetische Analysen 
und Untersuchungen mittels Programmen zum Einfluss auf die Proteinstruktur und -funktion 
durchgeführt. Neben bekannten Varianten, konnten wir neue Varianten mit und ohne 
Aminosäureaustausch identifizieren. Eine neue Mutation im kodierenden Bereich von BMP4 
erschien dabei besonders relevant. Wir konnten sie nur bei einem Patienten nachweisen, der 
zusätzlich zur kombinierten Hypophyseninsuffizienz Skelettveränderungen aufwies. Die hohe 
Konservierung und diese spezifische Klinik legen eine funktionelle Relevanz nahe. 
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2 Einführung  
2.1 Die Hypophyse  
Physiologie 
Die Hypophyse ist die zentrale Hormondrüse des Körpers, welche für zahlreiche endokrin 
aktive Organe die stimulierenden Hormone freisetzt und damit den Hormonhaushalt des 
Körpers steuert. Sie befindet sich in der Sella turcica, einem Recessus des Sphenoids und 
besteht aus zwei, embryonal und funktionell unterschiedlichen Teilen, der Adenohypophyse, 
dem Hypophysenvorderlappen (HVL) und der Neurohypophyse, dem 
Hypophysenhinterlappen (HHL). Die Adenohypophyse ist eine Drüse und produziert die 
Hormone eigenständig. Sie wird beim Menschen aus 2 Teilen gebildet: Der pars distalis und 
der pars tuberalis. Die Adenohypophyse besteht überwiegend aus 5 verschiedenen Zelltypen: 
Den kortikotrophen Zellen, die Adrenocorticotropes Hormon (ACTH) freisetzen, den 
thyreotrophen Zellen, die Thyreoidea-stimulierendes Hormon (TSH) sezernieren, den 
somatotrophen Zellen, die somatotropes Hormon (STH) freisetzen, den laktotrophen Zellen, 
die Prolaktin (PRL) freisetzen und den gonadotrophen Zellen, die luteinisierendes Hormon 
(LH) und follikelstimulierendes Hormon (FSH) produzieren. Die Neurohypophyse hingegen 
gehört zum zentralen Nervensystem. Hier befinden sich die Axone der hypothalamischen 
Zellen, welche Vasopressin und Oxytocin speichern und bei Bedarf freisetzen.  
Embryonalentwicklung 
Die Entwicklung der Hypophyse ist ein komplexer Prozess, an dem zahlreiche 
Transkriptionsmoleküle und –faktoren beteiligt sind (Scully, Rosenfeld 2002), siehe 
Abbildung 1. Die zwei Teile der Hypophyse entwickeln sich aus verschiedenem 
embryonalem Gewebe. Zellen aus dem Ektoderm bilden die Adenohypophyse und die Pars 
intermedia, indem Zellen aus dem Dach der Rathke-Tasche (RT) nach kranial wachsen 
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(Kawamura et al. 2002). Dieser Bereich der RT wird durch das Sistieren der Expression des 
Sonic Hedgehog (SHH) Signals markiert (Treier et al. 2001). Im Gegensatz zur Maus, 
entwickelt sich der Mittellappen der Hypophyse beim Menschen zurück (Kelbermann et al. 
2009). Im weiteren Verlauf kommt es zur Separation vom oralen Ektoderm und der 
Anlagerung der RT an das Infundibulum, welche eine Ausstülpung des ventralen 
Diencephalons darstellt (Rizzoti, Lovell-Badge 2005). Der HHL wird aus den neurologischen 
Zellen des 3. Ventrikels gebildet (Zhu et al. 2007). Weitere bedeutende Faktoren bei der 
Embryonalentwicklung der Hypophyse sind die Gene der SRY (sex determining region Y)-
homebox Gene: SOX2 und SOX3. SOX3 ist wichtig für die Entwicklung der Rathke-Tasche 
und hat später auch eine bedeutende Rolle bei der Funktionalität der Hypothalamus-
Hypophysenachse (Jayakody et al. 2012; Rizzoti et al. 2004). Anhand von Mausmodellen 
und in in-vitro-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass sich die unterschiedlichen 
Zellreihen nach einem festen Zeitplan und an verschiedenen Regionen des HVL entwickeln. 
Hierbei spielen vor allem Faktoren wie Fibroblastenwachstums-Faktoren (FGF) und Bone 
Morphogenetic Proteins (BMPs), sowie Shh-, Notch- und Wnt- vermittelte Signalwege eine 
entscheidende Rolle (Dasen, Rosenfeld 2001). Bei Mäusen beginnt am Entwicklungstag 12.5 
(E12.5) vor allem im HVL die Differenzierung der Zellen. Während sich ventral thyreotrophe 
Zellen entwickeln, entstehen im medialen Bereich überwiegend kortikotrophe Zellen. Im 
dorsalen Teil des HVL zeigen sich noch keine differenzierten Zellen (Ericson et al. 1998). 
Für die weitere Differenzierung der Zellreihen sind zusätzliche Transkriptionsfaktoren wie 
HESX1, PROP1, POU1F1, LHX3, LHX4, PITX1, PITX2, und OTX2 essentiell (Kelberman, 
Dattani 2007; Pfäffle, Klammt 2011). HESX1 wird in der entwickelten Neuralplatte und RT 
exprimiert (Thomas, Beddington 1996). Bei der Differenzierung der einzelnen Zelllinien sind 
die kortikotrophen Zellen zuerst nachzuweisen, dies wird vor allem durch den POMC-
Promoter reguliert (Zhu et al. 2007). Am E14.5 beginnt die Differenzierung von 
thyreotrophen Zellen, gefolgt von somatotrophen Zellen am E15.5. Anschließend folgt die 
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Ausreifung von prolaktinproduzierenden Zellen und zuletzt, am E16.5, die Differenzierung 
der FSH- und LH-sezernierenden gonadotrophen Zellen (Simmons et al. 1990; Japon et al. 
1994). Die Entwicklung der gonadotrophen Hormone wird unter anderem durch den 
steroidogenen Faktor 1 (SF1) gesteuert, welcher bereits an E13.5 exprimiert ist (Ingraham et 
al. 1994). Beim Menschen ist die Entwicklung der Hypophyse im 1. Trimester der 
Schwangerschaft beendet, hingegen sie bei der Maus bis zur Geburt andauert (Zhu et al. 
2005). Funktionsuntersuchungen haben gezeigt, dass die Entwicklung der Hypophyse in 
Wirbeltieren, Amphibien und Nagetieren ähnlich verlaufen (Kawamura et al. 2002).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Beteiligung von Transkriptionsfaktoren und Signalwegen an der 
Entwicklung und Differenzierung der Hypophyse (modifiziert nach Kelbermann et al. 
2009) 
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2.2 Hypophyseninsuffizienz 
Symptome 
Die Symptome der Hypophyseninsuffizienz hängen vom Erscheinungsalter der Krankheit ab 
und sind überwiegend durch den Ausfall der einzelnen Hormonachsen gekennzeichnet. Die 
Krankheitsmanifestationen sind jedoch klinisch sehr vielfältig und mitunter schwierig zu 
diagnostizieren. Eine angeborene Hypophyseninsuffizienz kann entweder als isolierter 
Hormonmangel oder als kombinierter Hypophysenhormonmangel auftreten. Weiterhin ist die 
angeborene Hypophyseninsuffizienz nicht selten mit weiteren kraniofazialen Fehlbildungen, 
Sehstörungen und neurologischen Schäden assoziiert. Bei einer angeborenen 
Hypophyseninsuffizienz ist das Geburtsgewicht meistens noch normal, es können jedoch 
Mikrogenitalien vorliegen. Weiterhin zeichnen sich diese Neugeborenen durch Unruhe, 
Blässe, Apnoeattacken und teilweise Krampfanfälle aus. Des Weiteren liegt ein erhöhtes 
Risiko für Hypoglykämien und Elektrolytverschiebungen vor, charakteristisch ist vor allem 
eine Hyponatriämie. Assoziierte Defekte sind Sehstörungen und neurologische Schäden. Im 
späteren Alter fallen die Kinder mit einer Hypophyseninsuffizienz vor allem durch 
Wachstumsverzögerung, Pubertätsstörungen, Diabetes insipidus, Hypoglykämien und eine 
sekundäre Schilddrüsenunterfunktion auf. Die sekundäre Schilddrüsenunterfunktion 
manifestiert sich ähnlich einer primären Schilddrüsenfunktion, jedoch mit abgeschwächter 
Symptomatik. Dazu gehören: Müdigkeit, Kälteintoleranz, Obstipation, trockene Haut und 
Gewichtszunahme (http://emedicine.medscape.com/article/922410-clinical). Auch im 
Erwachsenenalter manifestiert sich eine Hypophyseninsuffizienz unterschiedlich, je 
nachdem, welche Hormonachsen betroffen sind. 
Epidemiologie 
Wie oben bereits erwähnt, kann eine Hypophyseninsuffizienz angeboren oder auch erworben 
sein. Eine der häufigsten Ursachen für Hypophyseninsuffizienz im Erwachsenenalter sind 
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Tumore, andere Ursachen sind Schädelhirntraumata, Entzündungen, Gehirnnekrosen 
(Sonderform: Sheehan-Syndrom) und Autoimmunvorgänge. Eine angeborene 
Hypophyseninsuffizienz kann durch eine traumatische Entbindung oder durch eine 
genetische Variation bedingt sein. Das National Institute of Health (U.S.A.) hat 
Hypopituitarismus als seltene Krankheit gelistet. Eine, von 1992 bis 1999 in Nordspanien 
durchgeführte Studie, die 146.000 Personen umfasste, zeigt eine Prävalenz von 45,5 Fällen 
pro 100.000 Personen (Regal et al. 2001). Eine Limitierung dieser Studie ist allerdings, dass 
nur die erwachsene Bevölkerung und Tumore als Ursache mit eingeschlossen worden sind. 
Es wurde gezeigt, dass die Ursachen eines Hypopituitarismus zu 61% Hypophysentumore, zu 
9% nicht hypophysäre Tumoren und zu 30% nicht tumorbedingte Ursachen (wobei 11% 
idiopathisch) waren. Es gab keine Geschlechterunterschiede und das mittlere Alter in dieser 
Studie lag bei 50 ± 17 Jahre. Beim kombinierten Hypophysenhormonmangel war ein Ausfall 
der LH/FSH-Achse dominierend, gefolgt von TSH, ACTH und GH. Nach einer anderen 
Studie, welche 1994 in Utah durchgeführt wurde, hat isolierter Wachstumshormonmangel 
eine Inzidenz von 1:4.000 – 1:10.000 Geburten, wovon 3 – 30% der Erkrankten einen 
ebenfalls betroffenen Verwandten 1. Grades hatten (Lindsay et al. 1994). 
Genetische Ursachen 
Verschiedene Mutationen in Genen, die für Transkriptionsfaktoren kodieren, sind im 
Zusammenhang mit kombinierter Hypophyseninsuffizienz beschrieben (Pfäffle, Klammt 
2011). Angeborene Hypophyseninsuffizienzen sind nicht selten assoziiert mit Augen- und 
Prosencephalonfehlbildungen, zum Beispiel: Anophthalmie/Mikrophthalmie, Balken- und 
Septumpellucidumagenesie. Des Weiteren konnten Mutationen in Faktoren identifiziert 
werden, die nur für die Produktion eines Hormons oder für die Zelldifferenzierung 
verantwortlich sind und somit einzelne Hormonausfälle bedingen (Kelbermann et al. 2009). 
Bei den meisten Patienten, die an angeborener Hypoplasie bzw. Insuffizienz der Hypophyse 
leiden, konnte bisher jedoch noch keine genaue Ursache identifiziert werden.  
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Für die frühe Anlage der Hypophyse ist die korrekte Entwicklung des Prosencephalons 
essentiell. Faktoren die hier eine genetische Mutation haben, können daher auch eine 
Hypophysenfehlanlage bedingen und damit zu einem Hormonmangel führen. Weiterhin hat 
für die normale Entwicklung der Hypophyse die Anlage der Rathke Tasche eine 
entscheidende Bedeutung (Rizzoti, Lovell-Badge 2005). Eine weitere wichtige Rolle bei der 
Entwicklung der Hypophyse spielt der Sonic Hedgehog (SHH) - Signalweg; Mutationen in 
diesem Signalweg sind durch Holoprosencephalie und abnormer Hypophysenfunktion 
gekennzeichnet (Roessler et al. 2003). Inhibiert man den Shh Signalweg, so kommt es zu 
Mittelliniendefekten, Zyklopie und einem Fehlen der RT (Chiang et al. 1996). Im weiteren 
Verlauf des Shh Signalwegs werden drei weitere bedeutende Transkriptionsfaktoren 
exprimiert: die Zinkfingerproteine Gli1, Gli2 und Gli3. Durch Inhibition von Gli1 und Gli2 
kommt es zu einem völligen Fehlen von der Hypophyse (Park et al. 2000). Im Zebrafisch 
wurde gezeigt, dass eine Überexpression des Shh hingegen mit einer Hypophysenhyperplasie 
und vermehrten gonadotrophen und thyreothrophen Zellen einhergeht, somit hat Shh einen 
Einfluss auf die Proliferation der Hypophyse aber auch auf die Differenzierung der einzelnen 
Zelllinien (Treier et al. 2001). 
Hesx1-Knockout Mäuse-Embryonen leiden an schweren Prosencephalonfehlbildungen, 
inklusive verschiedenen Augendeformitäten und einer dysmorphen RT. Im HESX1 sind 
bisher über 13 Mutationen nachgewiesen, die zu Hypophysenaplasie und septo-optischer 
Dysplasie führen. Mutationen in PITX2 sind beim Menschen mit dem Axenfeld Rieger 
Syndrom assoziiert (Jorgenson et al. 1978). Das Axenfeld Rieger Syndrom ist eine seltene 
autosomal dominante Erkrankung und ist gekennzeichnet durch Fehlbildungen des vorderen 
Augenabschnitts und weitere Anomalien wie eine Fehlanlage der Hypophyse, 
Gesichtsfehlbildungen und einen sogenannten Hautnabel (Amendt et al. 1998). Ein weiterer 
Transkriptionsfaktor für den Mutationen identifiziert worden sind, ist SOX2. Menschen mit 
Mutationen in SOX2 leiden an bilateraler Anophthalmie oder schwerer Mikrophthalmie. Die 
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Hypophyse ist gekennzeichnet durch Vorderlappenhypoplasie und Gonadotropinmangel 
(Kelberman et al. 2006). Bei Patienten mit Hypopituitarismus und mentaler Retardierung 
haben sich Veränderungen in SOX3 dargestellt (Laumonnier et al. 2002). Ein kombinierter 
Hypophysenhormonmangel unter Ausnahme von ACTH-Mangel zeigte sich bei Patienten mit 
LHX3-Mutationen. Patienten, die Veränderungen im LHX4 Gen haben, weisen einen GH-
Mangel und extrahypophysäre Störungen auf (Kelbermann et al. 2009). Neben diesen 
komplexen Fehlbildungen, die mehr Strukturen als die Hypophyse selbst betreffen, wurden 
auch Mutationen in Transkriptionsfaktoren identifiziert, die nur zum Mangel einer oder 
mehrerer Hormone der Hypophyse führen. Eine entscheidende Rolle spielt hier PROP1. 
Mutationen im PROP1 sind der häufigste Grund für kombinierte Hypophysenhormonausfälle 
(Wu et al. 1998). Außerdem sind Mutationen beim Menschen in POU1F1 beschrieben, 
welche mit verschiedenen Hormonausfällen, vor allem einem Mangel an TSH, GH und 
Prolaktin, assoziiert sind (Turton et al. 2005; siehe 2.1.2). Ein isolierter ACTH-Mangel kann 
vorliegen, wenn Mutationen in TBX19 vorkommen (Lamolet et al. 2001). Untersuchungen an 
Snell-Dwarf-Mäusen, welche eine Mutation in POU1F1 haben, zeigten verkleinerte 
hypophysäre Zellen und einen Mangel an GH, TSH und PRL (Li et al. 1990). Mäuse mit 
SF1-knockout sind steril und haben hypoplastische Gonaden (Zhao et al. 2001).  
Zusammengefasst lässt sich sagen, dass zahlreiche Mutationen in Transkriptionsfaktoren als 
Ursache für eine Funktionsstörung der Hypophyse identifiziert worden sind. Dennoch bleibt 
für den Großteil der erkrankten Patienten die genetische Ursache unklar. 
 
2.3 BMP2, BMP4 und BMP7 
Struktur und Funktion 
BMP 2, 4 und 7 spielen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung der Hypophyse 
(Ericson et al. 1998). BMPs sind Mitglieder der transforming-growth factor (TGF)-ß-
Superfamilie und binden an Typ1 und 2 Serin-Threonin-Kinase-Rezeptoren (BMPR1A und 
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BMPR2), außer BMP1, welches eine Metalloproteinase ist. Zur TGF-ß-Superfamilie gehören 
neben der größten Gruppe der BMPs noch andere Faktoren, wie zahlreiche Aktivine, Inhibine 
und das Antimüllerhormon (Massague 1990). Die BMPs werden in 4 Gruppen eingeteilt, 
wobei BMP2 und BMP4 gemeinsam eine Untergruppe bilden und BMP7 in der Gruppe mit 
BMP5/ 6/ 8a und 8b eingeordnet ist (Bragdon et al. 2011). BMPs werden als Propeptid mit 
400 – 500 Aminosäuren synthetisiert und bestehen aus einem N-terminalen Signalpeptid, 
einer Prodomäne zur Faltung und einem C-terminalen reifen Peptid (Xiao et al. 2007). Die 
aktiven BMPs sind aus 50 – 100 Aminosäuren aufgebaut mit 7 Cystein-Aminosäuren, wobei 
6 davon, Disulfidbrücken ausbauen und somit ein Cysteinknoten-Motiv darstellen. Das 7. 
Cystein dient der Dimerisierung und Bildung von Homo- bzw. Heterodimeren, die dann das 
aktive Signalmolekül bilden (Murray-Rust et al. 1993). Unter verschiedenen Isoformen 
vermitteln drei Typ 1 Rezeptoren (BMPR1A/ALK3, BMPR1B/ALK6, und ACVR1A/ALK2) 
und drei Typ 2 Rezeptoren (BMPR2, ACTR2A, und ACTR2B) die meisten BMP-Effekte 
(Massague, Weis-Garcia 1996; Kingsley 1994). Nach der Entdeckung der Funktion der 
hochkonservierten BMPs bei der Knochenentwicklung, zeigte man weiterhin, dass BMPs 
noch zusätzliche Aufgaben haben und auch eine entscheidende Bedeutung bei der 
Embryonalentwicklung spielen (Urist 1965; Ferguson, Anderson 1992). So regulieren sie 
komplexe Prozesse wie Proliferation, Morphogenese, Differenzierung, Zellüberleben und –
apoptose (Mehler et al. 1997).  
 
Bedeutung bei der Hypophysenentwicklung 
In der frühen Embryonalentwicklung ist BMP4 an der Ausbildung der Rathke-Tasche 
beteiligt. Später werden BMP2, BMP4 und BMP7 vom umgebenden Gewebe sezerniert und 
tragen zur Polarisierung der RT bei (Dattani, Robinson 2000; Treier et al. 1998). In Mäusen 
wird Bmp4 am E8.5 im Infundibulum exprimiert, hat am E9.5 das Maximum erreicht und 
sistiert am E11.5. Bmp2 und Bmp7 hingegen sind im ventralen Teil der Rathketasche um 
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E11.5 exprimiert. Bmp4-Signale vom Infundibulum sind notwendig für die Entwicklung 
thyreotropher Vorläuferzellen in Mäusen (Jones et al. 1991; Ericson et al. 1998). 
Bmp2-knockout-Mäuse sterben zwischen dem E7.5 und E10.5 und leiden an kardialen 
Defekten (Zhang, Bradley 1996). Bmp4 ist essentiell für die Differenzierung des Mesoderms 
bei Mäusen (Winnier et al. 1995). Weiterhin sind Bmp4-knockout Mäuse durch 
Hypophysenaplasie charakterisiert. Sie leiden an schweren Gesichts-, Nieren- und 
Skelettfehlbildungen und sterben früh in der Embryogenese (Dunn et al. 1997). Selektive 
Inhibierung von Bmp4 in Mäuseembryonen führt zu dem Verlust von allen hypophysären 
Zelllinien außer wenigen kortikotrophen Zellen (Treier et al. 1998). Schwere Augendefekte 
sowie Nieren- und Skelettauffälligkeiten findet man auch in Bmp7-Nullmutanten Mäusen, 
welche kurz nach der Geburt versterben (Jena et al. 1997; Dudley et al. 1995).  
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Abstract 
Background 
The complex process of development of the pituitary gland is regulated by a number of 
signalling molecules and transcription factors. Mutations in these factors have been identified 
in rare cases of congenital hypopituitarism but for most subjects with combined pituitary 
hormone deficiency (CPHD) genetic causes are unknown. Bone morphogenetic proteins 
(BMPs) affect induction and growth of the pituitary primordium and thus represent plausible 
candidates for mutational screening of patients with CPHD. 
Methods 
We sequenced BMP2, 4 and 7 in 19 subjects with CPHD. For validation purposes, novel 
genetic variants were genotyped in 1046 healthy subjects. Additionally, potential functional 
relevance for most promising variants has been assessed by phylogenetic analyses and 
prediction of effects on protein structure. 
Results 
Sequencing revealed two novel variants and confirmed 30 previously known polymorphisms 
and mutations in BMP2, 4 and 7. Although phylogenetic analyses indicated that these 
variants map within strongly conserved gene regions, there was no direct support for their 
impact on protein structure when applying predictive bioinformatics tools. 
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Conclusions 
A mutation in the BMP4 coding region resulting in an amino acid exchange (p.Arg300Pro) 
appeared most interesting among the identified variants. Further functional analyses are 
required to ultimately map the relevance of these novel variants in CPHD. 
Keywords 
Combined pituitary hormone deficiency, Bone morphogenetic proteins, BMP2, BMP4, 
BMP7 
Background 
The development of the pituitary gland is a highly complex process, involving many 
signalling molecules and transcription factors [1-3]. During embryogenesis cells from the oral 
ectoderm form the adenohypophysis, while the posterior part develops from neural tissue. 
With the help of animal models it has been shown that transcription factors like HesX1, 
Prop1, Pou1F1, Lhx3, Lhx4, Pitx1, Pitx2, Otx2, Sox2 and Sox3 play a crucial role in the 
development of the pituitary gland [4-6]. Several mutations in genes encoding these 
transcription factors have been reported in combined pituitary hormone deficiency (CPHD). 
However, for most of the patients the genetic cause of hypoplasia or at least functional 
insufficiency of the pituitary gland remains to be discovered. 
Bone morphogenetic proteins (BMP) 2, 4 and 7 have a crucial role during the embryonic 
development of the pituitary gland [7]. In early development Bmp4 contributes to the 
formation of the rudimentary Rathke’s pouch in the mouse (reviewed in [4]). Later BMP 2, 4 
and 7 secreted by surrounding tissues contribute to the polarisation of the pouch [7,8]. The 
development of the pituitary gland is completed within the first trimester of pregnancy in 
humans [9]. 
The BMPs are members of the transforming growth factor (TGF)-ß family and bind to type 1 
and 2 serine-threonine kinase receptors (BMPR1A and BMPR2). Among different isoforms, 
three type 1 receptors (BMPR1A/ALK3, BMPR1B/ALK6, and ACVR1A/ALK2) and three 
type 2 receptors (BMPR2, ACTR2A, and ACTR2B) mediate most of the effects of BMPs 
[10-14]. Bmp2 null mice die between embryonic day E.7.5 and E.10.5, suffering from cardiac 
defects [15]. Selective inhibition of Bmp4 in mouse embryos results in a loss of nearly all 
pituitary cell lines except a few corticotrophs [8]. Bmp4 knock-out mice are characterized by 
pituitary aplasia, suffer from severe facial, kidney and skeletal abnormalities, and die early in 
embryogenesis [16]. Severe eye defects and skeletal and renal anomalies are found also in 
Bmp7 null mice [17], which die shortly after birth [18]. However, systematic search for 
mutations in BMP2, 4 and 7 in patients with combined pituitary insufficiency has not been 
performed yet. So, the aim of our study was to investigate whether genetic variants in BMP2, 
BMP4 and/or BMP7 are associated with congenital pituitary insufficiency. 
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Methods 
Subjects 
In the present study, we included 19 patients (13 males, 6 females) with congenital combined 
pituitary hormone insufficiency (Table 1). Prior to direct sequencing of BMP genes, 
screening for known mutations in POU1F1 and PROP1 has been performed in 19 subjects 
and did not reveal any aberrant results. Screenings for mutations in further genes are 
specified in Table 1. 
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Table 1 Patient characteristics 
pat sex genetic screening further 
genetic tests 
lack of Pituitary gland in MRI-scan Special aspects symptoms leading to diagnosis age of diagnosis family 
history 
    GH TSH LH/ FSH ACTH      
1 m PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
/ + + + + hypoplastic / growth retardation and hypopituitarism childhood/ 
adolesence 
no 
2 m PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
SOX2, OTX2 + + + + hypoplastic midline defect, right anophthalmia, 
mental retardation 
severe malformations birth no 
3 f PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
/ + + + + hypoplastic brain atrophy growth retardation childhood/ 
adolesence 
no 
4 f PIT1, PROP1, 
HESX-1 
/ + + no no hypoplastic / growth retardation childhood/ 
adolesence 
no 
5 m PIT1, PROP1, 
HESX-1, LHX3 
LHX4 + + + + hypoplastic sclerosed nodules at the hands, short 
metacarpalia IV, azoospermia, 
growth retardation childhood/ 
adolesence 
no 
6 m PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
LHX4 + + no + n.a. / unknown 
7 f PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
/ + + no + small and ectopic neuropituitary 
gland 
left optic atrophy growth retardation, postpartal 
hypoglycaemia 
childhood/ 
adolesence 
no 
8 m PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
GLI2 + + no + small pituitary and ectopic 
neuropituitary gland 
/ unknown unknown no 
9 m PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
/ no + no + ectopic adeno- and neuropituitary 
gland 
/ prolonged jaundice, hypothyroidism early infancy no 
10 f PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
/ + + + + hypoplastic / hypoglycaemia, hypothyroidism early infancy no 
11 m PIT1, PROP1 LHX4, GLI2 + no + + n.a. Asperger syndrome unknown 
12 m PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
/ + + + + n.a. / growth retardation, puperty onset at the 
age of 18, hypogonadism 
childhood/ 
adolesence 
yes 
13 m PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
/ + + no + n.a. / unknown 
14 m PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
/ + + + + hypoplastic / pericardial effusion adulthood yes 
15 m PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
/ + + no + normal size, but ectopic 
neuropituitary gland 
/ prolonged jaundice, hypoglycaemia, 
micropenis, muscular hypotonia, 
hypothyroidism 
early infancy no 
16 f PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
LHX4 + + + + hypoplastic / hypoglycaemia, hyponatraemia, 
hepatopathy, muscular hypotonia 
3rd day of life n.a. 
17 m PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
GLI2, SHH + + + + hypoplastic / complex facial malformations childhood/ 
adolesence 
no 
18 m PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
/ + + + + small and ectopic neuropituitary 
gland 
arachnodactyly, pulmonalisectasia, 
cryptorchidism, scoliosis 
unknown 
19 f PIT1, PROP1, 
HESX1, LHX3 
/ + + no + hypoplastic / growth retardation childhood/ 
adolesence 
no 
m = male; f = female; MRI-scan = magnetic resonance imaging; MPHD = screening for PIT1, PROP1, HESX1, LHX3; POU1F1 = POU domain, class 1, transcription factor 
1; PROP1 = Homeobox protein prophet of Pit-1; HesX-1 = HESX homeobox 1; SOX2 = SRY (sex determining region Y)-box 2; OTX2 = SRY (sex determining region Y)-
box 2 ; LHX4 = LIM/homeobox protein Lhx4; GLI2 = Zinc finger protein GLI2; SHH = Sonic hedgehog homolog; GH = growth hormone; TSH = thyroid stimulating 
hormone; LH = luteinizing hormone; FSH = follicle stimulating hormone; ACTH = adrenocorticotropic hormone; n.a. = not available. 
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To determine the frequency of newly identified genetic variants in the general population, we 
included a set of 1046 healthy subjects (Germany) without any history of pituitary disorders 
[19]. 
The study was approved by the ethics committee of the University of Leipzig and all subjects 
provided written informed consent before taking part in the study. 
DNA extraction and sequencing 
Genomic DNA was extracted from lymphocytes using the Fujifilm (Düsseldorf, Germany) 
QuickGene DNA whole blood kit according to the manufacturer’s protocol. We sequenced all 
exons, exon-intron boundaries, 5′- and 3′-untranslated regions (UTR) of BMP2 (Ensembl 
ENSG00000125845), BMP4 (Ensembl ENSG00000125378) and BMP7 (Ensembl 
ENSG00000101144) in DNA samples from 19 non-related Caucasian subjects. Sequencing 
was performed using the Big Dye® Terminator (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) 
on an automated DNA capillary sequencer (ABI PRISM® 3100 Avant; Applied Biosystems, 
Inc., Foster City, CA). Sequence information and PCR conditions for all oligonucleotide 
primers used for variant screening are available in Additional files 1 and 2. Known single 
nucleotide polymorphisms (SNPs) are designated according to dbSNP 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) reference accession numbers. 
Prediction of functional relevance 
To predict the potential impact of an identified variant on protein structure and function we 
used several online tools and databases: SIFT (http://sift.bii.a-star.edu.sg/) [20], PolyPhen 
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) [21], Mutpred (http://mutpred.mutdb.org) [22], 
FATHMM (http://fathmm.biocompute.org.uk) [23], Mutation Taster 
(http://www.mutationtaster.org) [24], SNP and Go (http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-
and-go) [25]. 
Genotyping of novel variants in control subjects 
We genotyped all newly identified variants that predict an amino acid exchange in the cohort 
of healthy subjects by employing the TaqMan allelic discrimination assay (Applied 
Biosystems, Inc., Foster City, CA). The genotypes were detected on an ABI PRISM 7500 
sequence detector (Applied Biosystems Inc.) according to the manufacturer’s protocol. 
Genotyping success rates for all analyzed SNPs were 99%. 
Phylogenetic analysis of the newly identified BMP4 variant c.899G > C 
For the coding region of BMP4, the conservation between species was determined by using 
Phylogenetic Analysis by Maximum Likelihood (PAML) [26]. Specifically, the aim of this 
analysis was to identify the ratio of non-synonymous to synonymous base substitutions 
(omega, ω=dN/dS). The coding sequences of 37 BMP4 orthologues were downloaded from 
ENSEMBL (http://www.ensembl.org) and the NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
databases. 
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Results 
BMP2 
Direct sequencing of BMP2 revealed 10 that have been previously reported. The non-
synonymous SNP rs2273073, found to be heterozygous in one out of 19 analyzed subjects 
represents a T to G base pair exchange resulting in a serine to alanine amino acid (aa) 
substitution at protein position 37 (p.Ser37Ala). A second non-synonymous variant 
(rs235768) also located within the coding region results in an arginine to serine exchange 
(p.Arg190Ser) and was found with a minor allele frequency (MAF) of 0.34 in our analyzed 
cohort. Detailed information of all identified SNPs in BMP2 is presented in Table 2. 
Table 2 SNPs within BMP2/4/7 identified by sequencing of 19 subjects with congenital 
combined pituitary hormone insufficiency 
Gene 
region 
Exon/ 
Intron 
SNP MAF according to 
NCBI 
MM/mm in analyzed 
cohort 
aa-exchange MAF in analyzed 
cohort 
BMP2 (ENST00000378827, NM_001200.2) 
5′-UTR Exon 1# rs35123420 C = 0.040 G/C  C = 0.026 
 Exon 1 rs141364472 n.a. G/A  A = 0.026 
 Exon 2 rs2273073 G = 0.028 T/G p.Ser37Ala G = 0.026 
coding Exon 2 rs1049007 A = 0.250 G/A synonymous A = 0.342 
region Exon 3 rs235768 A = 0.240 T/A p.Arg190Ser A = 0.342 
 Exon 3 rs13037675 T = 0.046 C/T synonymous T = 0.026 
 Exon 3 rs15705 C = 0.280 A/C  C = 0.368 
3′-UTR Exon 3 rs3178250 C = 0.264 T/C  C = 0.368 
 Exon 3 rs235769 A = 0.234 G/A  A = 0.368 
 Exon 3 rs170986 A = 0.162 C/A  A = 0.053 
BMP4 (ENST00000245451, NM_001202.3) 
5′-UTR Intron 2 rs2855532 T = 0.427 C/T  T = 0.342 
 Intron 2 rs2761880 T = 0.221 C/T  T = 0.053 
coding Exon 4 rs17563 C = 0.373 C/T p.Val152Ala T = 0.447 
region Exon 4 c.899G > C  G/C p.Arg300Pro C = 0.026 
BMP7 (ENST00000395863, NM_001719.2) 
 Exon 2 rs41274738 T = 0.018 C/T synonymous T = 0.026 
 Intron 2* rs192121279 n.a. G/A p.Thr105Met A = 0.026 
 Intron 2* rs6070031 T = 0.281 C/T  T = 0.421 
 Intron 2 c.611 + 3366C > 
T 
 C/T  T = 0.026 
coding Exon 4 rs61733436 T = 0.005 C/T synonymous T = 0.026 
region Intron 4 rs6014948 T = 0.069 C/T  T = 0.053 
 Intron 4 rs6070008 T = 0.466 A/T  T = 0.421 
 Exon 5 rs61733438 C = 0.005 T/C p.Asn321Ser C = 0.026 
 Intron 6
$
 rs2148328 A = 0.466 A/G p.Ala399Gly G = 0.474 
 Intron 7 rs10375 C = 0.484 C/T  T = 0.447 
 Intron 7 rs151255710 n.a. A/G  G = 0.026 
 Intron 7 rs17480735 A = 0.051 G/A  A = 0.105 
 Intron 7 rs6025418 G = 0.479 A/G  G = 0.447 
3′-UTR Intron 7 rs6025417 C = 0.478 G/C  C = 0.447 
 Intron 7 rs6025416 C = 0.452 T/C  C = 0.447 
 Intron 7 rs6014947 T = 0.460 C/T  T = 0.474 
 Intron 7 rs6025415 C = 0.478 G/C  C = 0.473 
 Intron 7 rs6014946 C = 0.461 A/C  C = 0.473 
SNP = single nucleotide polymorphism, BMP = bone morphogenetic protein; MAF = minor allele frequency; 
MM = major allele, mm = minor allele in analyzed cohort; aa = amino acid; UTR = untranslated region; n.a. = 
not available; novel identified SNPs are presented in bold; #) only in ENST00000378827 but not in NM_001200 
part of exon 1 (5′UTR) ; *) variants are located within an additional exon only present in isoform BMP7 
ENST00000433911; $) for transcript variant ENST00000450594 the SNPs is located within the coding region. 
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BMP4 
Sequencing of the BMP4 gene revealed four SNPs. Three of them have already been 
described by others (Table 2). The newly identified variant c.899G > C leads to an aa 
exchange from arginine to proline at position 300 (p.Arg300Pro) within the protein and was 
found as a heterozygous mutation in one of the 19 analyzed subjects (patient number 5; Table 
1). Genotyping of this variant in 1046 healthy subjects did not reveal any further heterozygous 
or homozygous c.899G > C carrier. Additionally, we have found the non-synonymous variant 
rs17563, resulting in a p.Val152Ala substitution. This SNP was found with a MAF of 0.45 
within the cohort. PAML analyses showed an overall strong conservation of the gene. 
Positional analyses further indicated that most positions are conserved or strongly conserved. 
Position number 300 is highly conserved. Regarding each species separately revealed that the 
human lineage seems to have no synonymous substitutions leading to an infinite omega. The 
absence of synonymous changes in the data leads to the infinite omega, as there is a positive 
number divided by zero. A likelihood ratio test (LRT) against the model with the average 
omega reveals that P < 0.005, underlining that we have a strongly conserved gene. 
All identified genetic variants in the BMP4 gene are presented in Table 2. 
BMP7 
All protein-coding exons that constitute the various transcripts of BMP7 were sequenced. In 
total we found 18 genetic variants. One variant (c.611 + 3366C > T) has not been reported so 
far. The novel intronic SNP at position c.611 + 3366C > T showed a MAF of 0.026. This 
variation was found in patient number 17 (Table 1). This subject presented a phenotype 
including a hypoplastic pituitary gland and complex facial malformations. The previously 
known genetic variant rs61733438 results in the aa exchange p.Asn321Ser and was found in 
one out of the 19 subjects. Finally, two further previously known SNPs (rs192121279 and 
rs2148328) resulted in the aa substitutions p.Thr105Met and p.Ala399Gly each in one of the 
known BMP7 isoforms (ENST00000433911 and ENST00000450594). The results for 
sequencing of BMP7 are summarized in Table 2. 
Prediction of functional relevance 
Potential impacts of all newly identified variants on protein structure and function was 
investigated by use of several online tools [20-25]. The only variant with consistent evidence 
for functional consequences was c.899G > C in BMP4. Results are summarized in Table 3. 
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Table 3 Assessment of potential functional relevance of identified variants 
  Sift [20] PolyPhen [21] Mutation Taster [22] SNP&GO [23] FATHMM [24] MutPred [25] 
BMP2        
rs2273073 Ser37Ala - tolerated - tolerated - aas changed - amino acid 
sequence changed 
- tolerated - score 0.123 
- heterozygous in TGP - score 0.61 - neutral 
- known disease 
mutation at this 
position (HGMD 
CM034611) 
- disease associated 
variation 
- protein features 
(might be) affected 
(probability – 0.527) 
- splice site changes    
rs235768 Arg190Ser - functional relevance 
cannot be predicted 
explicit 
- functional relevance 
cannot be predicted 
explicit 
- aas changed - amino acid 
sequence 
- tolerated - score 0.293 
- homozygous in TGP changed - score −0.45 - neutral 
- protein features 
(might be) affected 
- disease associated 
variation 
- splice site changes (probability – 0.974) 
BMP4        
rs17563 Val152Ala - tolerated - tolerated - aas changed - amino acid 
sequence changed 
- tolerated - score 0.145 
- homozygous in TGP - score −0.08 - neutral 
- protein features 
(might be) affected 
- disease associated 
variation 
- splice site changes (probability – 0.755) 
c.899G > C Arg300Pro - substantial evidence 
for functional 
consequences 
- substantial evidence 
for functional 
consequences 
- disease causing - amino acid 
sequence changed 
- tolerated - score 0.381 
- aas changed - score −0.78 - neutral 
- protein features 
(might be) affected 
- disease associated 
variation 
- splice site changes (probability – 0.906) 
BMP7        
rs192121279 Thr105Met - deleterious - unknown - not found n.a. - No dbSNP 
mapping(s) 
- score 0.466 
- neutral 
c.611 + 3366C 
> T 
intronic n.a. n.a. n.a. n.a. -n.a. n.a. 
rs61733438 Asn321Ser - tolerated - tolerated - disease causing - amino acid 
sequence changed 
- tolerated - score 0.278 
- aas changed - score −0.92 - neutral 
- heterozygous in TGP - disease associated 
variation 
  
- protein features 
(might be) affected 
- splice site changes (probability – 0.848) 
rs2148328 Ala399Val - tolerated - unknown - aas changed - amino acid 
sequence changed 
- No dbSNP 
mapping(s) 
- score 0.540 
- protein features 
(might be) affected 
- “Actionable 
Hypotheses”$ 
$) Loss of relative solvent accessibility (P = 0.0071); Gain of loop (P = 0.0166); Loss of helix (P = 0.0376); Loss 
of solvent accessibility (P = 0.0442); aas = amino acid sequence, TGP = 1000 Genome Project. 
Discussion 
The development of the distinct cell lines of the pituitary gland is directed by nuclear 
mediators of cell type commitment, including the BMP pathway and a number of 
transcription factors (reviewed in [2]). The role of BMP2, BMP4 and BMP7 as signalling 
peptides in the programming of pituitary development makes them plausible candidates for 
pituitary disorders including congenital insufficiency as well as pituitary adenomas. In our 
study we systematically screened for genetic variation in these genes in a group of patients 
with CPHD. 
Inhibition of Bmp2/Bmp4 in mice causes loss of the Pit-1 lineage and gonadotropes but not of 
POMC-expressing cells [8]. In detail, BMP2 is essential for the expression of ventral markers 
such as the insulin gene enhancer protein ISL-1 and human glycoprotein hormone α-subunit 
gene and necessary for terminal differentiation of pituitary cell types [8,27]. We could 
identify two known SNPs, rs2273073 and rs235768, in two different patients. To predict the 
potential impact of an identified variant on protein structure and function we used several 
online tools and databases [20-25]. However, we are aware of limitations of these tools and 
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used comparative considerations and degree of conservation of amino acid residues do not 
provide functional evidence. The p.Ser37Ala substitution caused by rs2273073 is assumed to 
be tolerated according to SIFT and PolyPhen whereas it is predicted to be disease associated 
by Mutation taster and SNP&GO. The carrier of this variant in our study did not present any 
further phenotype other than CPHD. There is evidence in the literature that variation at 
rs2273073 affects bone mineral density [28] but we do not possess any clinical data on this 
phenotype in our study. Additionally, we identified rs235768 predicting the p.Arg190Ser 
exchange in one subject in our cohort of CPHD patients. An association of p.Arg190Ser 
substitution with the development of childhood IgA nephropathy has been described [29], the 
functional relevance cannot be predicted explicit based on SIFT and PolyPhen database 
search, it described as neutral or tolerated by MutPred and FATHMM but potentially disease 
associated by SNP&GO. Further functional studies are required to elucidate detailed effects of 
this variant. 
In accordance with previous studies [27] our phylogenetic analyses of the BMP4 gene 
revealed a highly conserved sequence of the BMP4 region which would suggest a potential 
functional relevance of variation at this locus. We identified a novel variant resulting in a 
c.899G > C substitution predicting a missense mutation within the protein sequence 
(p.Arg300Pro). Bioinformatic prediction tools provide substantial evidence to functional 
consequences and the fact that we have not found a second heterozygous or homozygous 
c.899G > C carrier in a set of 1046 healthy subjects and the high conservation at this locus 
furthermore support a potential association with the phenotype. An X-ray of the patient at the 
age of 17 presents skeletal abnormalities described as vertebral platyspondylia, sclerosis of 
the metaphyses and a short metacarpalia IV, which would be in line with the diagnosis of 
spondyloepiphyseal dysplasia tarda. Since BMP4 is known to increase osteoblast 
differentiation the affection of the skeletal system would be consistent with a functional 
relevance of the newly identified c.899G > C substitution. Furthermore, fibrodysplasia 
ossificans progressiva is characterized by an overexpression of BMP4 in lymphocytes [30], so 
detailed functional analyses are required to assess effects on BMP4 expression and interaction 
with BMPR1A receptor pathway. A detailed family history or genetic material of the patient’s 
family are unfortunately not available which is a clear limitation of the study. According to 
the self reported family history all other relatives do not show any affection of the pituitary 
function. However, it is of note that there is a substantial variability in the clinical 
presentation of patients with combined pituitary hormone deficiency even if the same gene is 
affected and even in subjects with identical mutations. Intra-familial penetrance can range 
from high to incomplete and it is not possible to draw direct conclusions form the clinical 
manifestation to the potential genotype. This indicates the remarkable influence of the genetic 
background, incomplete penetrance, highly variable expressivity, environmental factors and 
possibly stochastic events. Also co-occuring mutations in interacting genes have to be taken 
into account. 
Additionally to this new variation we found the SNP rs17563 in the coding region of BMP4. 
This variation has been suggested to be involved in the development of otosclerosis [31]. 
According to the high prevalence in healthy subjects an association with pituitary disorders is 
rather unlikely. 
BMP7, also called Osteogenic Protein 1 has an important function during the embryonic 
development of the eye, brain and ear [17,18]. In mice, Bmp7 is responsible for the 
expression of Pax6 and Sox2 [32] that are both known to be involved in the development of 
the pituitary gland [3]. We have identified rs61733438, resulting in p.Asn321Ser substitution. 
So far, rs61733438 has been described in patients with several eye defects [33]. The male 
patient identified in our CPHD cohort who is carrier of the heterozygous rs61733438 variant 
24 
 
has an ectopic neurohypophysis but no other specific symptoms. Furthermore, there is no 
family history of CPHD. 
Taken together, we identified several genetic variants in BMP2, BMP4 and BMP7 in a group 
of patients with CPHD. However, genotyping of further patients and mainly functional 
analyses are required to clarify the exact role in pituitary insufficiency. Clear limitation of our 
study is the missing genetic information for family members. These data would significantly 
support phenotype-genotype associations and would strengthen potential functional relevance 
of the identified variants. Furthermore, the group of CPHD patients included in our study 
presents a heterogeneous phenotype and most likely also diverse genetic source. We are also 
aware that by including only a few genes the data remain inconclusive. However, we believe 
that even by extending the list of studied genes by further candidates there would be no 
guarantee that further players will be identified. Thus, a systematic approach including whole 
genome/exome sequencing strategies would be desirable here. 
Conclusions 
Our study provides a systematic analysis of BMP genes in patients with CPHD. We identified 
novel variants in BMP2, BMP4 and BMP7. Of particular interest is a novel variant in BMP4 
(p.Arg300Pro) found in one patient with skeletal malformation in addition to CPHD. Further 
functional characterization of the newly identified variant is desirable not only to ultimately 
pinpoint their biological and clinical consequences but also to better understand the role of 
bone morphogenetic proteins in the pathophysiology of congenital combined pituitary 
insufficiency. 
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4.1 Hintergrund und Ziel der Arbeit 
Die Entwicklung der Hypophyse ist ein sehr komplexer Prozess an dem zahlreiche 
Transkriptionsfaktoren u.a. BMP2, BMP4 und BMP7 beteiligt sind. Mittlerweile sind bereits 
viele genetische Ursachen für eine angeborene Hypophyseninsuffizienz entdeckt worden. 
Dennoch bleibt in der Mehrzahl der Fälle die Ursache unbekannt. Aufgabe dieser Studie war 
eine systematische Analyse von BMP2, BMP4 und BMP7 bei Patienten mit 
Hypophyseninsuffizienz, mit dem Ziel mögliche neue genetische Varianten in diesen 3 Genen 
zu identifizieren. Dies könnte möglicherweise weiteren Aufschluss auf die Entwicklung der 
Hypophyse und damit auch ihrer Insuffizienz geben.  
4.2 Studiendesign und Methoden 
In die Untersuchung wurden 19 Probanden mit angeborener Hypophyseninsuffizienz 
eingeschlossen (13 männlich und 6 weiblich). Mutationen in POU1F1 und PROP1 wurden im 
Vorfeld bereits ausgeschlossen. Als Kontrollpopulation stand eine Kohorte mit 1046 
gesunden Probanden zur Verfügung (Tönjes et al. 2010).  
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Die genomische DNA der Probanden wurde aus Lymphozyten mit Hilfe des Fujifilm 
QuickGene Kits für Vollblut extrahiert. Es wurden alle Exons, Exon-Intron Übergänge, sowie 
die untranslatierten 5`- und 3`-Enden im BMP2 (Ensembl ENST00000378827), BMP4 
(Ensembl ENST00000245451) und BMP7 (Ensembl ENST00000395863) sequenziert.  
Neu identifizierte Varianten, welche einen Aminosäurenaustausch zur Folge hatten, wurden 
anschließend in der gesunden Kontrollkohorte genotypisiert.  
Um die Konservierung in BMP4 im Bereich der neu identifizierten Variante zu analysieren, 
wurde die phylogenetische Analyse nach Maximum Likelihood (PAML) genutzt (Yang 
2007).  
Zur Abschätzung des potentiellen Ausmaßes und der möglichen funktionellen Relevanz einer 
neu identifizierten Variante wurden folgende Datenbanken genutzt: SIFT (http://sift.bii.a-
star.edu.sg/; Ng, Henikoff 2003), Polyphen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/; Adzhubei 
et al. 2010), Mutpred (http://mutpred.mutdb.org; Li et al. 2009), FATHMM 
(http://fathmm.biocompute.org.uk; Shihab et al. 2013), Mutation Taster 
(http://www.mutationtaster.org; Schwarz et al. 2010) und SNP and Go (http://snps-and-
go.biocomp.unibo.it/snps-and-go; Calabrese et al. 2009).  
4.3 Ergebnisse 
Bei der Sequenzierung von BMP2 wurden 10 bereits bekannte Einzelstrangpolymorphismen 
(single nucleotide polymophisms - SNPs) identifiziert. Zwei SNPs hatten einen 
Aminosäureaustausch zur Folge: rs2273073 und rs235768. Rs2273073 wurde heterozygot in 
einem Probanden gefunden. Bei diesem SNP handelt sich um einen T zu G Basenaustausch,  
der in einem Serin zu Alanin-Austausch an Position 37 resultiert. Ein weiterer 
Aminosäureaustausch (Arginin zu Serin) wurde mit dem SNP rs235768 identifiziert. In der 
von uns untersuchten Kohorte hypophyseninsuffizienter Patienten zeigt sich für diese 
Variante eine Minor-Allel-Frequenz (MAF) von 0,34.  
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In BMP4 wurden 4 SNPs identifiziert, von denen 3 bereits beschrieben, jedoch bisher nicht 
krankheitsassoziiert sind. Die neu identifizierte Variante (c.899G>C) führt an Position 300 zu 
einem Aminosäureaustausch von Arginin zu Prolin und war bei einem Patienten heterozygot 
nachweisbar. Diese Mutation zeigte sich in keiner Probe der gesunden Kontrollgruppe 
(N=1046). Weiterhin wurde rs17563 mit einer MAF von 0,45 nachgewiesen, aus dem eine 
Valin zu Alanin Substitution resultiert. Phylogenetische Auswertungen (PAML-Analyse) 
zeigten eine deutliche Konservierung im gesamten Bereich von BMP4, wobei die Position 
300 extrem konserviert war.  
In BMP7 wurden in der Sequenzierung 18 Varianten identifiziert, von denen eine bisher noch 
nicht beschrieben ist. Ein Austausch im Intron des Gens (c.611+3366C>T) wurde bei einem 
Patienten identifiziert, der neben einer kombinierten Hypophyseninsuffizienz komplexe 
Gesichtsfehlbildungen aufweist. Ein bereits bekannter SNP (rs61733438) mit einem 
Aminosäureaustausch von Asparagin zu Serin war bei einem weiteren Patienten mit 
hypophysärer Insuffizienz nachweisbar. Außerdem wurden noch zwei weitere bekannte SNPs 
(rs192121279 und rs2148328), die zu Aminosäure-Veränderungen führen, identifiziert. 
Rs192121279 führt in einer Isoform des BMP7 (ENST00000433911) zu einem Threonin zu 
Methionin-Austausch. Diese Variante kommt in einem Patienten vor, welcher zusätzlich zur 
Hypophyseninsuffizienz, eine Anophthalmie sowie geistige Retardierung aufweist. 
Rs2148328 führt in einer anderen Isoform (ENST00000450594) zu einem Alanin zu Glycin-
Austausch und kommt in der untersuchten Kohorte mit einer MAF von 0,47 vor.  
4.4 Diskussion 
In dieser Arbeit konnten in BMP2 zwei bekannte SNPs identifiziert werden die zu einem 
Aminosäureaustausch führen. Rs2273073, ein Ser37Ala Austausch, führt laut Datenbank-
Analyse wahrscheinlich nicht zu Konsequenzen. Der Träger dieser Variante in unserer 
Kohorte zeigt keine weiteren Symptome, als eine kombinierte Hypophyseninsuffizienz 
bestehend aus einem Mangel an GH, TSH und ACTH. Bisherige Studiendaten lassen 
vermuten, dass der SNP mit einer verminderten Knochendichte assoziiert ist (McGuigan et al. 
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2008). Der zweite Polymorphismus (rs235768), welcher einen Austausch von Arginin zu 
Serin an Position 190 zur Folge hat, wurde bei einem Patienten identifiziert. Obwohl für 
rs235768 ein Zusammenhang mit dem Auftreten einer kindlichen IgA-Nephropathie 
beschrieben wurde (Suh et al. 2011), bleibt eine potentielle funktionelle Auswirkung zunächst 
unbekannt. Ein Einfluss auf die Proteinfunktion konnte nicht explizit nachgewiesen werden.  
BMP4 gilt als hoch konserviertes Gen, übereinstimmend mit unserer phylogenetischen 
Analyse und weiteren Studien (Shore et al. 1998). Der Austausch c.899G>C wurde nur bei 
einem Patienten identifiziert, eine Probe in der gesunden Kontrollgruppe war positiv und die 
extreme Konservierung im Bereich dieses Gens legen eine funktionelle Konsequenz dieses 
Austauschs nahe. Mit Hilfe von verschiedenen Programmen, die eine potentielle 
Beeinflussung der Proteinfunktion vorhersagen, konnte gezeigt werden, dass diese Variante 
möglicherweise krankheitsassoziiert sein könnte. Der Patient, welcher Träger dieser 
heterozygoten Mutation ist, zeigt zusätzlich zur Hypophyseninsuffizienz 
Skelettauffälligkeiten. Eine Röntgenaufnahme im Alter von 17 Jahren zeigt Sklerosierungen 
der Metacarpalia 1 – 3, einen zu kurzen Metacarpale 4 und die Wirbelsäule zeigt Zeichen 
einer Platyspondylie. Die Konstellation dieser Symptome sprechen für die Diagnose einer 
spondylär-epiphysären Dysplasia tarda. BMP4 ist neben der Entwicklung der Hypophyse 
auch für die Entstehung der Knochen bedeutend. Eine Erkrankung, die mit der zunehmenden 
Verknöcherung von Binde- und Stützgewebe einhergeht ist die Fibrodysplasia ossificans 
progressiva, hier wurde eine Überexpression von BMP4 in Lymphozyten beschrieben. 
(Cohen, Radovick 2002; Shafritz et al. 1996). Die zusätzliche Bedeutung bei der 
Knochenentwicklung könnte die funktionelle Relevanz dieser Mutation bei einem Patienten 
mit Veränderungen am Skelettsystem unterstützen. Es sind keine klinischen sowie 
genetischen Untersuchungen von nahen Verwandten dieses Patienten möglich, die 
Familienanamnese ist jedoch im Bezug auf die Hypophyse unauffällig. Neben dieser 
Mutation wurde in BMP4 auch der SNP rs17563 identifiziert. Das Programm Mutation Taster 
beschreibt diesen Austausch als schädigend für die korrekte Proteinfunktion, wohingegen die 
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Programme SIFT und PolyPhen diesen Austausch als toleriert ansehen. In der Literatur wurde 
dieser SNP bisher nur in einem Zusammenhang mit Otosklerose beschrieben (Schrauwen et 
al. 2008). Aufgrund der hohen Prävalenz in einer gesunden Kohorte, ist jedoch nicht auf einen 
Zusammenhang mit der Hypophyseninsuffizienz zu schließen.  
In BMP7 wurde rs61733438 bei einem Patienten identifiziert. Dieser Patient hat eine ektope 
Neurohypophyse und leidet an einem GH-, TSH- und ACTH-Mangel. Eine Analyse durch 
PolyPhen und SIFT ergab keine funktionellen Auswirkungen, wohingegen eine Analyse 
durch Mutation Taster eine eventuell beeinträchtigte Proteinfunktion prognostiziert. Bisher ist 
diese Variante in Patienten mit Augendefekten beschrieben (Wyatt A.W. 2010).  
Diese Studie untersucht erstmals systematisch das Auftreten der genetischen Varianten in 
BMP2, BMP4 und BMP7 bei kombinierter Hypophysenvorderlappeninsuffizienz. In zwei 
Genen konnten neue Varianten identifiziert werden. Von besonderer Bedeutung ist eine 
Variante in BMP4. Die Mutation befindet sich in einem hoch konservierten Bereich des Gens 
und trat bei einem Patienten auf, der neben einer kombinierten 
Hypophysenvorderlappeninsuffizienz zusätzlich Skelettveränderungen zeigt. Da BMP4 bei 
beiden Systemen eine Bedeutung bei der Entwicklung hat, könnte eine Veränderung in BMP4 
ursächlich sein. Einen möglichen Zusammenhang mit dem Auftreten zwischen den 
Symptomen des Patienten und der Mutation konnte in dieser Studie nicht dargelegt werden. 
Hierzu sind weitere funktionelle Untersuchungen notwendig.   
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